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IZVLEČEK 
Uvod: Vpliv biofilmov na biosfero zasledimo povsod. Prva faza v razvoju biofilma je 
adhezija bakterijskih celic. Nanjo vplivajo lastnosti površine, lastnosti bakterijske kulture ter 
medij, kateremu sta slednji izpostavljeni. Lastnosti bakterijske kulture so med drugim 
hidrofobnost, površinski naboj ter fiziološka faza rasti. Pritrjene bakterije lahko s površine 
odstranimo tudi s spreminjanjem jakosti strižnih sil, s hidrodinamskimi pogoji. Predhodne 
študije potrjujejo vpliv odstranjevanja bakterij s površin s spreminjanjem strižnih sil. Namen 
raziskave je ugotoviti optimalno fazo rasti bakterijske kulture, v kateri je pritrjevanje 
bakterije Bacillus subtilis najučinkovitejše, ter ali je te bakterije mogoče odstraniti s pomočjo 
laminarnega toka tekočine. Metode dela: V prvem delu raziskave smo ugotavljali količino 
bakterijskih celic na oksidirani bakreni površini v mirujočih pogojih. V drugem delu pa smo 
ugotavljali vpliv strižnih sil na odcepitev bakterijskega seva. Poskuse smo izvajali s pomočjo 
pretočne komore, ki ustvarja laminarni tok tekočine. Bakterijske celice smo opazovali s 
pomočjo fluorescenčne mikroskopije. Naredili smo tudi rastno krivuljo. Rezultati: 
Fiziološka faza rasti bakterijske kulture statistično značilno vpliva na pritrjevanje bakterije, 
saj smo ugotovili, da se največ bakterij Bacillus subtilis pritrdi v stacionarni fiziološki fazi 
rasti. Ugotovili smo tudi, da obstaja statistično značilna razlika med izpostavljanjem 
mirujoči tekočini ter laminarnem toku tekočine. Razprava in sklep: Z našimi rezultati 
nismo potrdili hipoteze, da je pritrjevanje  Bacillus subtilis največje v eksponentni fazi rasti, 
saj smo ugotovili, da se najintenzivneje pritrjuje v stacionarni fazi. Na podlagi ugotovite  
lahko potrdimo drugo hipotezo, saj je laminarni tok odstranil večino pritrjenih celic, prav 
tako je bila razlika ocenjenega števila bakterij na površini v mirujoči tekočini in v 
maksimalnem laminarnem toku statistično značilna. 
Ključne besede: Bacillus subtilis, pritrditev, odstranitev, strižne sile, hidrodinamski pogoji, 
baker 
  
  
ABSTRACT 
Introduction: The impact of biofilms could be seen everywhere. Adhesion is the first phase 
of the development of biofilm. The properties of the surface, bacteria and medium (to whom 
they are exposed) affect the adhesion. The properties of the bacteria are: hydrophobicity, 
surface charge and physiological state of growth. The attached bacteria could be removed 
from surface also by changing the shear stress – hydrodynamic conditions. Purpose: The 
purpose of this study was to determine the optimal growth phase of the bacteria in which the 
adhesion of Bacillus subtilis is most effective. The aim was also to find out if the attached 
bacteria could be removed with the help of laminar flow regime. Methods: First we 
determined the quantity of the bacteria cells that were attached to copper coins in static 
conditions. After that we determined the impact of the shear stress on the adhered bacteria. 
The experiments were carried out using a flow chamber which created a laminar flow 
regime. The bacterial cells were observed by fluorescence microscopy. We also made a 
growth curve. Results: The adhesion of Bacillus subtilis was highest in the stationary 
physiological growth phase. Statistically, the physiological phase of the growth of bacterial 
culture significantly affects the attachment of the bacteria. We also found that there was a 
statistically significant difference between exposure to static conditions and the laminar flow 
regime. Discussion and conclusion: With our results, we did not confirm the hypothesis 
that the attachment of Bacillus subtilis is greatest in the exponential growth phase, as we 
have found that the most intense adhesion is in the stationary phase. On the basis of our 
findings, we can confirm the second hypothesis, because the laminar flow did remove the 
majority of the fixed cells. The difference between the static conditions and the maximum 
laminar flow regime was statistically significant. 
Keywords: Bacillus subtilis, adhesion, detachment, shear stress, hydrodynamics conditions, 
copper  
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN OKRAJŠAV 
B. anthracis Bacillus anthracis 
B. cereus Bacillus cereus 
B. subtilis Bacillus subtilis 
B. thuringiensis Bacillus thuringiensis 
D. desulfuricans Desulfovibrio desulfuricans 
DNK Deoksiribonukleinska kislina 
EPS zunajcelične polimerne snovi (ang. Extracellular Polymeric Substances) 
epsA-O eps-Associated RNA element (element specifičen za družino Bacillales, ki 
je povezava med EPS in operonom) 
KinA-E kinaze A-E; regulatorji, ki prenašajo fosfat (specifično za sporulacijo 
bakterije Bacillus subtilis) 
L. monocytogenes Listeria monocytogenes 
MMS metil metan sulfonat 
MSgg minimalno gojišče s 3-morfolinpropan sulfonsko kislino, glicerolom in 
glutamatom 
OD650 Optical density – optična gostota pri valovni dolžini 650 nm 
PBS Fosfatni slani pufer  (ang. Phosphate Buffer Saline)  
P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 
P. fluorescens Pseudomonas fluorescens 
Re Reynoldsovo število 
rpm Obrati na minuto 
SD Standardni odklon 
  
  
Spo0A regulator, ki aktivira specifične gene za sporulacijo (specifično za sporulacijo 
bakterije Bacillus subtilis) 
S. epidermidis Staphylococcus epidermidis 
Qmax  Maksimalni tok tekočine (povprečno: 33,70 mL/min) 
Qmin Minimalni tok tekočine (povprečno: 24,54 mL/min) 
QS Mehanizem zaznavanja kvoruma (ang. Quorum Sensing) 
TBAB Gojišče Trypose Blood Agar Base 
YFP Yellow Fluorescent Protein (protein z rumeno fluorescenco) 
SrfA Operon, potreben za izdelavo surfaktina 
 
  
 
1 
1 UVOD 
Biofilmi predstavljajo tridimenzionalne strukture z mikroorganizmi, katerih glavne funkcije 
so povezane predvsem z zaščito pred neugodnimi razmerami. Vpliv mikrobnih biofilmov na 
biosfero zasledimo povsod (Costerton et al., 1999), le ta je lahko pozitiven ali negativen. 
Primer pozitivnega učinka tvorbe biofilma je sposobnost biorazgradnje ksenobiotikov 
(Holm et al., 1992) ter uporaba bakterijskih združb v okoljski biotehnologiji; na primer kot 
flokulant na čistilnih napravah (Nicolella et al., 2000). Negativni učinki biofilmov se kažejo 
kot javnozdravstveni problemi in občutna gospodarska škoda. V medicini je znano, da 
biofilmi otežujejo zdravljenje kroničnih bolezni in bakterijskih infekcij, vključno z adhezijo 
bakterij na vsadke, okužbami povezanimi s prebavnim traktom in uporabo urinskih katetrov. 
S povečano odpornostjo biofilmov proti antibiotikom postaja problem le še večji (Sheretz et 
al., 1990).  
Biofilmi se pogosto pojavljajo v vodovodnih sistemih zaradi prisotnosti hranil v pitni vodi 
(Batte et al., 1992). Še večje število biofilmov se pojavlja v sistemih odvodne vode (žlebovi 
in drenaže), kjer se razvijejo hitro, saj jim odpadna voda predstavlja reden vir hranil 
(Marshall et al., 1989). Živilska industrija ni izvzeta iz problematike adhezije biofilmov in 
posledično njihove rasti. Biofilmi s poškodbami materialov povzročajo tudi gospodarsko 
škodo. Primer so biofilmi, ki vsebujejo sulfid reducirajoče bakterije, ali bakterije, ki 
proizvajajo kislino in lahko povzročijo korozijo materiala (Carpentier, Cerf, 1993). 
1.1 Teoretična izhodišča 
Številne bakterije so razvile mehanizme pritrditve in kolonizacije na površino z namenom 
ustvariti mikrobno združbo, imenovano biofilm (Costerton et al., 1999). Po definiciji je 
biofilm skupek ene ali več vrst mikroorganizmov (vključno z bakterijami, virusi ali glivami), 
vgrajen v kompleksen matriks, ki ga sestavljajo eksopolimerne snovi (v nadaljevanju EPS) 
in voda (Donlan, 2002; Costerton et al., 1987). Biofilm predstavlja bakterijam, ki živijo v 
njem, številne prednosti, kot so na primer; izmenjava hranil, zaščita pred toksičnimi 
substancami ter ločevanje ekoloških niš (Stoodley et al., 2002). 
 
2 
1.1.1 Nastanek biofilma 
Stoodley in sodelavci (2002) so opredelili pet faz razvoja biofilma, kot je prikazano na Sliki 
1. Pri tem faza 1 predstavlja začetno pritrditev bakterijskih celic na površino; faza 2 
proizvajanje EPS, katerega glavni namen je ˝ireverzibilna˝ pritrditev; faza 3 pomeni zgoden 
razvoj oblike biofilma; faza 4 prikazuje že dozorelo obliko biofilma; faza 5 pa raztros 
posameznih celic iz biofilma v medij, ki ga obdaja (Stoodley et al., 2002). 
 
Slika 1: Fazni prikaz razvoja biofilma(Stoodley et al., 2002). 
Sinteza EPS poteka nepretrgano skozi celoten življenjski cikel biofilma. Za večino poznanih 
biofilmov velja, da je sinteza le-teh povečana, ko so prisotni vsi mikroorganizmi, ki se želijo 
pritrditi na površino, in pride do medceličnega komuniciranja (Nadell et al., 2008). Rezultat 
vseh teh faz je zrel biofilm s tri-dimenzionalno strukturo, v katerem se izguba bakterijskih 
celic nadomešča s proizvodnjo novih (Lemon et al., 2008). 
Na nastanek biofilmov vplivajo lastnosti površine (npr. hrapavost, naboj, kemijska sestava, 
odpornost na korozijo in fizikalno-kemijske značilnosti), ki hkrati določajo tudi higienske 
pogoje materiala (Giaouris et al., 2014). Na nastanek biofilma poleg značilnosti površine 
vplivajo tudi okoljski dejavniki, kot so: vrednosti pH, temperatura, osmolarnost, 
koncentracija prisotnega kisika, vsebnost in razporeditev hranil ter prisotnost ostalih bakterij 
v biofilmu (Habimana et al., 2010; Stepanović et al., 2003; Hood, Zottola, 1997). Dozorele 
biofilme lahko odstranimo s fizikalnimi, kemičnimi in biološkimi načini (Pintarič, 2010). 
3 
1.1.1.1 Začetna pritrditev bakterijskih celic na površino 
Začetno pritrditev bakterije na trdno podlago lahko opredelimo kot abiotski fizikalno-
kemijski proces (Hermansson, 1999). Proces je v glavnem voden s silami med celicami ter 
med celicami in površino. V procesu sodelujejo Lifshitz-van der Waalsove sile, 
elektrostatska sila, kislinsko-bazno ravnovesje, značilnosti površine in bakterijske kulture 
ter sterične sile (Kobayashi, 2007; Hermansson, 1999; van Oss, 1995). 
Na začetno pritrditev vpliva tudi prisotnost farmacevtskih snovi. Schreiber in Szewzyk 
(2008) sta preverjala vpliv spojin fenazon, amoxicillin in eritromicin na bakterije 
Escherichia coli (v nadaljevanju: E. coli), Aquabacterium commune in Bacillus subtilis (v 
nadaljevanju: B. subtilis). Ugotovila sta, da uporabljene farmacevtske spojine vplivajo na 
začetno pritrditev v tej meri, da jo zavirajo oziroma izboljšajo, odvisno od vrste biofilma ter 
od vrste farmacevtske spojine. 
1.1.1.2 Lastnosti bakterijskih celic, ki vplivajo na začetno pritrditev 
Lifshitz-van der Waalsove sile, elektrostatske ter kislinsko-bazne sile so odvisne od 
fizikalno-kemijskih značilnosti substrata bakterijske površine in vmesne raztopine. Lastnosti 
bakterijske površine, ki vplivajo na začetno pritrditev, so tako hidrofobnost, površinski naboj 
in sposobnost sprejemanja in oddajanja elektronov (Hamadi, 2008). Hidrofobnost 
bakterijske površine je povezana predvsem z zgradbo proteinov, fimbrij, flagel in 
lipopolisaharidov, ki se nahajajo na njej (Takahashi et al, 2010; Bonaventura et al., 2008; 
Hood, Zottola, 1995). Večina površin bakterijskih celic je negativno nabita. Ta negativni 
naboj površine celice je neugoden za začetno pritrditev celice zaradi elektrostatske odbojne 
sile pri površinah z negativnim nabojem. Lahko pa so hidrofobne interakcije med površino 
bakterijske celice ter podlago tako močne, da celica premaga odbojne sile in se pritrdi na 
površino (Donlan, 2002). Hood, Zottola (1995) cit. po Gilbert s sodelavci (1991) so želeli 
povezati hidrofobnost bakterij E. coli in Staphylococcus epidermidis (v nadaljevanju: S. 
epidermidis) z njuno začetno pritrditvijo na steklo. Ugotovili so statistično značilno 
povezavo med hidrofobnostjo in pritrjevanjem na primeru bakterije S. epidermidis, v 
primeru E. coli povezave niso zaznali. 
4 
Poleg naboja in hidrofobnosti bakterijske celice je pomembno tudi njeno fiziološko stanje, 
kar navaja Kobayashi (2007). Svojo raziskavo je na primeru bakterije B. subtilis podprl z 
genskimi in morfološkimi dokazi o vplivu transkripcijskih regulatorjev mutantov kulture, ki 
zavirajo razvoj pelikla na specifični razvojni stopnji (Kobayashi, 2007). 
1.1.2 Vpliv hidrodinamskih pogojev na odstranjevanje pritrjenih 
bakterijskih celic 
S hidrodinamskimi pogoji spreminjamo jakost strižnih sil. S pomočjo spreminjanja jakosti 
strižnih sil lahko tudi odstranjujemo pritrjene biofilme s površine, kar prištevamo k 
fizikalnim tehnikam odstranjevanja biofilmov.  
Tok tekočine v ravni geometriji je opredeljen z brez-dimenzijskim parametrom, poznan kot 
Reynoldsovo število (v nadaljevanju: Re). Slednje je definirano kot: Re = ρvD/Ƞ; kjer je ρ 
gostota tekočine, v hitrost, D karakteristična dolžina in Ƞ viskoznost tekočine. V praksi 
število Re predstavlja razmerje med inercijskim in viskoznim tokom; tako vrednosti pod 
2000 predstavljajo laminarni tok, vrednosti nad 4000 pa turbulentni tok (Perni et al, 2005). 
V študijah, kjer spreminjajo hidrodinamske pogoje, navajajo vpliv Re števila na sestavo, 
kompaktnost biofilma in odstranjevanje pritrjenih bakterij s površine. Zhu in Chen (2000) 
sta preverjala vpliv Re števila na kinetiko v biofilmu, ki ga sestavljajo nitrifikacijske 
bakterije. Njuni rezultati nakazujejo, da ima Re število statistično značilen vpliv na 
odlaganje snovi na biofilm. To se kaže v zvišanju celokupnega amonija v biofilmu, saj je pri 
isti koncentraciji celokupnega amonija le-ta petkrat višji pri Re = 66710 kot pri Re =1668 
(Zhu, Chen, 2000). Fenotipska karakterizacija biofilma Pseudomonas fluorescens (v 
nadaljevanju: P. fluorescens) je pokazala, da imajo sevi bakterije, ki nastajajo pod vplivom 
laminarnega toka, večjo količino proteinov in polisaharidov na gram biofilma kot pod 
vplivom turbulentnega toka (Simões et al, 2008). 
Lelie`vre in sodelavci (2002) so proučevali in potrdili vpliv strižnih sil na odstranitev 
pritrjenih bakterij v primeru Bacillus cereus (v nadaljevanju: B. cereus). Ugotovili so, da 
sprememba strižnih sil vpliva na spremembo deleža odstranjenih bakterij. Vpliv strižnih sil 
na B. cereus so proučevali tudi Lemos in sodelavci (2015), ki so spremljali strukturne 
spremembe biofilma s spreminjanjem velikosti strižnih sil. Pri povečanju strižnih sil med 
nastajanjem biofilma so ugotovili, da je postal ta tanjši, imel več suhe mase in volumske ter 
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celične gostote. Pri biofilmih, ki so nastali pod vplivom nižjih strižnih sil, so ugotovili, da 
so bili bolj odporni proti kemičnem odstranjevanju (Lemos et al, 2015; Melo, Bott, 1997).  
Strižne sile vplivajo na sestavo biofilma v bakterijski združbi tako, da visoke strižne sile 
znižujejo biodiverziteto v biofilmu in hkrati upočasnijo proces staranja ter tako vzdržujejo 
biofilm v zgodnji fazi nastanka (Rochex et al., 2008). 
Večina biofilmov v laboratorijskih poskusih raste pod vplivom laminarnega toka, zato imajo 
gobasto obliko (Stoodley, 2002). Stoodley in sodelavci (1999) so predhodno ugotovili, da 
so biofilmi, ki so rastli pod večjimi turbulentnimi toki, postali podolgovate oblike v smeri 
toka, zaradi česar je lahko prišlo tudi do nitaste oblike. Liu in Tay (2001) sta ugotovila, da 
poleg oblike, tok tekočine vpliva tudi na fizikalne značilnosti biofilma, kot sta gostota in 
kohezivnost. Biofilmi, ki so rastli pod vplivom večje strižne sile, so bili tako sploščeni in 
gostejši od biofilmov, ki so rastli pod vplivom nižjih strižnih sil. Vpliv strižnih sil na 
fizikalne značilnosti biofilma sta razložila s spremenjenim metabolizmom (katabolizem, 
anabolizem) pritrjenih bakterij (Liu, Tay, 2001). 
S pomočjo pretočne komore, kot smo jo uporabili mi v naši raziskavi, so že bile opravljene 
študije. Fink in sodelavci (2015) so na primeru bakterijske kulture E. coli s pomočjo pretočne 
komore potrdili, da spreminjanje jakosti strižnih sil vpliva na odstranjevanje pritrjenih celic 
z nerjaveče površine. Tako je že laminarni tok tekočine odstranil 80 % pritrjenih celic. 
Podobno so Oder in sodelavci (2017) na primeru bakterije Legionella pneumophila 
ugotovili, da laminarni tok odstrani s površine statistično značilno več pritrjenih bakterij kot 
mirujoči pogoji. Turbulentni tok v obeh raziskavah odstrani skoraj vse pritrjene bakterijske 
celice s površin (Fink et al., 2015; Oder et al.,  2017). 
1.1.3 Značilnosti bakterije Bacillus subtilis 
V naši raziskavi smo kot modelno bakterijo uporabili B. subtilis. Slednja je po Gramu 
pozitivna aerobna sporogena bakterija (Banič, 1994). Njena sporulacija se prične v 
neugodnem okolju, na primer ob pomanjkanju hranil in traja 7 ur (Gubina, 2002). Bakterija 
je zelo razširjena in je sposobna rasti v okoljih kot so tla, vodni ekosistemi, hrana ter v 
prebavilih človeka in živali (Earl et al., 2008). Pri imunsko oslabljenih bolnikih lahko 
povzroči različna bolezenska stanja (Gubina, 2002). 
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Bakterija B. subtilis je medicinsko pomembna za izdelovanje antibiotikov (bacilizin) in 
drugih pomembnih organskih metabolitov. Bakterija se uporablja kot biološki indikator 
sterilizacije s suho toploto ali etilenoksidom (Ihan, 2002). 
1.1.3.1 Nastanek biofilma na primeru bakterije Bacillus subtilis  
Nastanek biofilma B. subtilis sledi razvoju, ki je značilen za družino Bacillidae (Branda in 
sod., 2001). Slika 2 prikazuje razvoj bakterijske kulture B. subtilis. Razvoj bakterijske 
kulture je odvisen od sinteze EPS oziroma matriksa, ki je odgovoren za povezavo med 
celicami. Eksopolimerni matriks ima dve glavni komponenti: eksopolisaharid (sintetiziran 
pod vplivom operona epsA-O) in amiloidna vlakna (kodirane z operonom tasA) (Branda et 
al., 2006). Oba operona sta pod posrednim nadzorom glavnega transkripcijskega regulatorja 
(Spo0A), katerega aktivnost je odvisna od stopnje fosforilacije (Chu et al., 2008). 
Histidinske kinaze (KinA-E) vodijo fosforilacijo Spo0A (Shemesh, Chai, 2013; LeDeaux et 
al., 1995). KinA-E se odzivajo na okoljske vplive in prispevajo k diferenciaciji biofilma 
(Shemesh, Chai, 2013). Študije navajajo funkcije kinaz; KinA in KinB naj bi bila odgovorna 
za izmenjavo snovi znotraj biofilma, medtem ko KinC in KinD za membransko izmenjavo 
snovi na robu biofilma s pomočjo do sedaj neznanih kemijskih signalov (Chen et al., 2012). 
Kinaze aktivirajo Spo0A, ki aktivira določeno zaporedje, kar vodi k nastanku biofilma. 
Fosforiliran Spo0A vodi do nazadovanja biofilma takrat, ko receptorji zaznajo, da okolje za 
rast ni ugodno (Chu et al., 2008). 
 
Slika 2: Mikromorfologija razvoja bakterijske kulture B. subtilis v minimalnem gojiščem s 
3-morfolinpropan sulfonsko kislino, glicerolom in glutamatom (MSgg) po 12-ih, 36-ih in 
96-ih urah. Črtica – merilo predstavlja 5 μm (Branda et al., 2001). 
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1.1.3.2 Lastnosti bakterije Bacillus subtilis, ki vplivajo na 
pritrjevanje na površino 
Na pritrjevanje bakterije na površino vplivajo tudi lastnosti bakterijske kulture. Chen  s sod. 
(2010) sta v študiji na primeru spor B. subtilis in B. anthracis zaključila, da imajo vrsta in 
prisotnost oziroma odsotnost funkcionalnih skupin (aldehidi, ketoni, etri, karboksilne 
skupine) na površini spor statistično značilen vpliv na začetno pritrditev in transport le-teh 
v tekočini. Ugotovila sta tudi, da so spore bakterije kljub različni površinski sestavi, 
arhitekturi in ekologiji negativno nabite (Chen, et al., 2010). Sicer so spore predstavnikov iz 
rodu Bacillus bolj hidrofobne kot njihove vegetativne celice (Nanasaki et al., 2010).  
Hong in sodelavci (2013) so ugotovili, da na stopnjo začetne pritrditve lahko vpliva 
prisotnost oziroma odsotnost eksopolimernih snovi. Študija je bila izvedena na glini in 
železovi rudi, pred tem pa so bakteriji B. subtilis odstranili eksopolimerne substance. 
Rezultat je bil zmanjšanje števila začetno pritrjenih bakterij na glini in povečanje števila na 
železovi rudi. Zaključili so, da spremembe na površini in kemijske sile (po odstranjevanju 
eksopolimerne substance) vplivajo na začetno pritrditev bakterij na različne minerale (Hong 
et al., 2013). 
1.1.4 Vpliv lastnosti površine na pritrjevanje bakterijskih celic 
Lastnosti površine, ki vplivajo na začetno pritrditev bakterij, so: hrapavost, fizikalno-
kemijske lastnosti (hidrofobnost/hidrofilnost, površinski naboj), odpornost na korozijo ter 
higiensko stanje materiala površine (Flores et al., 2015; Giaouris et al., 2014). 
Nikkola in sodelavci (2013) so v študiji ugotovili, da uporabljen premaz (polivinil-alkohol) 
poviša hidrofilnost in zniža hrapavost površine v primerjavi z materialom brez premaza 
(poliamid). Zaključili so, da premaz polivinil-alkohol zaradi hidrofilnih lastnosti preprečuje 
pritrjevanje bakterij, kar se je pokazalo z znižanjem pritrjenih modelnih bakterih E. coli in 
B. subtilis (Nikkola et al., 2013). Li in Logan (2004) sta izvedla podobno študijo, in sicer na 
premazih iz kovinskih oksidov, ki so hidrofobni. Ugotovila sta, da premazi s hidrofobnimi 
lastnostmi povečujejo zmožnost začetne pritrditve bakterijskih celic, v primerih bakterij E. 
coli, Burkholderia cepacia, P. aeruginosa, B. subtilis, v primerjavi s površino brez premaza 
(Li, Logan, 2004). V nasprotju z ugotovitvami Li in Logan (2004), Nikkola in sodelavci 
(2013) ter Flores in sodelavci (2015) so prišli do zaključka, da se na inženirske površine (na 
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primeru titanov oksida polidimetilsiloksana), ki so super hidrofilne, testne bakterije 
Halomonas pacfica bolj pritrdijo, kot na hidrofobne in super-hidrofobne površine. Zaključili 
so, da pri prenosu bakterije v tem primeru prevladujejo sile med hidrofilno bakterijsko celico 
in super-hidrofilno površino (Flores et al., 2015). 
Ammar in sodelavci (2015) so povezali hidrofobnost s hrapavostjo površine. Na primeru 
testnega organizma Streptococcus salivarius so dokazali, da imajo udrtine na hrapavi 
površini manjši vpliv na pritrjevanje bakterij v primerjavi s hidrofobnimi lastnostmi površine 
ter ionsko močjo. Zaključili so, da se energijska bariera med bakterijsko celico in površino 
zmanjša, ko je velikost izbokline med njima večja (Ammar et al., 2015). V raziskavah se 
hrapavost običajno označuje s količino Ra, ki pomeni aritmetično srednjo hrapavost 
površine. Tide in sodelavci (1999) so pokazali, da hrapavost (od 0,2 do 1,2 μm) nima učinka 
na pritrjevanje bakterije Listeria monocytogenes (v nadaljevanju: L. monocytogenes) na 
površino z nižjimi hrapavostmi Ra vrednostmi v primerjavi z višjimi. Podobno so Hilbert in 
sodelavci (2003) prikazali, da nerjaveče jeklo z nižjo hrapavostjo (v razponu od 0,001 do 0,9 
μm), ki je bilo izpostavljeno testnim organizmom Pseudomonas sp, L. monocytogenes  in 
Candida lipolytica (v statičnih pogojih in pod vplivom toka tekočine), ni imelo učinka na 
pritrjene testne organizme. Kar je v nasprotju z ugotovitvami, da obstaja statistično značilna 
povezava med hrapavostjo površine (pri Ra = 0,05 μm in 0,29 μm) ter odstranjevanjem 
pritrjenih bakterij E. coli s pomočjo toka (Fink et al., 2014). Podobno so Bohinc in sodelavci 
(2014) dokazali, da stopnja pritrjevanja bakterij E. coli na stekleno površino narašča z 
naraščajočo hrapavostjo (Bohinc et al., 2014). 
1.1.5 Pritrjevanje bakterij na bakrene površine 
V študiji, ki so jo izvedli Espirito Santo in sodelavci (2010), so želeli izolirati bakterije s 
površin bakrenih kovancev in tako določiti, katere bakterije lahko  potencialno preživijo na 
površinah s suhim bakrom. Tako so izolirali 294 izolatov, med katerimi so najbolj odporni 
na baker po Gram pozitivni stafilokoki, mikrokoki ter Kocuria palustris in Brachybacterium 
conglomeratum. Iz družine Bacillaceae, v katero spada tudi B. subtilis, so izolirali 50 
izolatov, od katerih ni nobeden preživel niti dneva (od 7 opazovanih) na površinah iz čistega 
bakra (99 % Cu) (Espirito Santo et al., 2010).  
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Espirito Santo in sodelavci (2011) so proučevali vpliv bakrene površine na testne organizme 
E. coli, B. cereus in Deinococcus radioduran. Ugotovili so, da so celice, izpostavljene 
bakreni površini, kopičile visoke količine bakrovih ionov, privzem ionov je bil hitrejši pri 
suhem bakru kot pri vlažnem. Te celice so utrpele obsežne poškodbe membrane že po nekaj 
minutah izpostavljenosti, ni pa prišlo do mutacije DNK (Espirito Santo et al., 2011). Zaradi 
toksičnosti bakrene površine se je zmanjšal delež začetno pritrjenih celic na površino. Sheng 
in sodelavci (2007) so tako proučevali začetno pritrditev bakterij Desulfovibrio 
desulfuricans (v nadaljevanju: D. desulfuricans) in Pseudomonas sp. na štiri različne 
polirane kovinske površine (nerjaveče jeklo, jeklo, aluminij in baker). Pokazali so, da je 
pritrjevanje bakterij najizrazitejše na aluminiju in najmanj izrazito na bakru. Sile med 
površino in bakterijo so vodene z elektrostatsko silo in hidrofobnostjo kovinske površine. 
Ugotovili so tudi, da na pritrditev bakterije na kovinsko površino vplivajo tudi fiziološke 
značilnosti bakterije, kot sta hidrofobnost in površinski naboj (Sheng et al., 2007). 
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2 NAMEN 
Z raziskavo želimo osvetliti problematiko javnega zdravja, zato smo v laboratorijskih 
poskusih ugotavljali vpliv faze rasti bakterijske kulture na pritrjevanje bakterijskih celic na 
površino ter vpliv toka tekočine na odstranjevanje pritrjenih bakterij s površine kovine z 
oksidno plastjo. V našem primeru smo oksidno plast pripravili na evropskih kovancih v 
vrednosti enega centa, saj so dostopni vsem in so tako predmet splošne rabe. Uporabili bomo 
bakterijski sev B. subtilis, ki je bil v preteklih raziskavah, ki so obravnavale vezavo na 
površino, obravnavan redko, in je v znanstveni literaturi slabo raziskan. Raziskavo smo 
izvedli na bakrenih evro kovancih, na katere smo vezali celice testnega organizma B. subtilis 
v različnih fizioloških fazah rasti, ki ga bomo nato pri najbolj ugodni fazi pritrjevanja s 
tokom tekočine poskušali odstraniti s površine. 
Namen raziskave je ugotoviti optimalno fazo rasti bakterijske kulture, v kateri je pritrjevanje 
bakterije B. subtilis na bakreno površino najučinkovitejše ter ali je pritrjene bakterije mogoče 
odstraniti z laminarnim tokom tekočine. 
Glavna cilja raziskave sta: 
 določiti fiziološko fazo rasti bakterijske kulture, v kateri se bakterije B. subtilis v 
največji meri pritrdijo na oksidirano bakreno površino, 
 ugotoviti učinkovitost odstranjevanja bakterij z oksidirane bakrene površine pri 
laminarnem tokovnem režimu. 
2.1 Hipotezi 
V naši raziskavi smo si postavili dve hipotezi: 
I. Pritrjevanje bakterij B. subtilis na bakreno površino je največje v eksponentni fazi 
pri prehodu v stacionarno fiziološko fazo rasti, v kateri se nahaja bakterijska 
kultura ob stiku z bakreno površino. 
II. Laminarni tok odstrani večino pritrjenih celic B. subtilis z oksidirane bakrene 
površine. 
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3 METODE DELA 
3.1 Priprava površine 
V naši raziskavi smo za površino uporabili kovance evropskega centa. Kovanci so bili 
neuporabljeni, pridobljeni od ene izmed slovenskih bank. Kovanci so sestavljeni iz jekla, ki 
je prevlečeno z bakrom (Evropska centralna banka, 2015). 
Na kovancih se s časom naredi oksidna plast. Za namen zagotovitve ponovljivosti vzorca 
(kovanca) smo kovanec pred izpostavljanjem bakterijam enakomerno oksidirali. Lenglet 
(1995) navaja, da oksidacija bakra lahko poteče pri temperaturah do 300 °C. S predhodnimi 
poskusi smo ugotovili, da plast bakra na kovancu oksidira že pri temperaturi 250 °C in sicer 
po 20 minutah. Oksidacijo kovancev smo na takšen način izvedli s pomočjo grelne plošče 
Rotamix SHP 10. Z oksidacijo kovancev smo prav tako odstranili organske snovi ter 
morebitne mikrobe, kar smo preverili z mikroskopom. 
Bakterijski sev smo nacepili na kovanec, kot je opisano v poglavju 3.5. Območje, kjer smo 
nacepili bakterijski sev, je s puščico označeno na Sliki 3.  
 
Slika 3: Območje nacepitve bakterijske kulture na kovanec (lastna fotografija). 
3.2 Gojišča, pufer in kemikalije ter reagenti 
Uporabljeni sta bili dve gojišči, in sicer gojišče Tryptose Blood Agar Base (TBAB, 
proizvajalec Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija) kot trdno gojišče ter metilmetan sulfonat 
(MMS) kot tekoče gojišče za inkubacijo bakterijskega seva. Gojišču MMS, katerega smo 
pripravili sami, smo dodali 0,72 M natrijevega glutamata z namenom tvorjenja poliglutamata 
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ter posledično povečanje vezave bakterijskih celic na površino. Receptura, po kateri smo 
pripravili MMS, je zapisana v Prilogi 1. 
Pufer PBS smo pripravili po recepturi, navedeni spodaj. 
NaCl      8,00 g 
KCl      0,20 g 
Na2HPO4     1,44 g 
KH2PO4     0,24 g 
dH2O      1000 mL 
Končni pH = 7,4. PBS smo avtoklavirali na 121 °C. 
 
Za pripravo gojišč in pufrov smo uporabili naslednje reagente in kemikalije (levo) od 
naslednjih proizvajalcev (desno): 
NaCl Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
KH2PO4 Merck, Darmstadt, Nemčija, 
MgSO4 x 7 H2O Merck, Darmstadt, Nemčija, 
Glukoza Kemika, Zagreb, Hrvaška, 
EDTA Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
Spektinomicin Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
Etanol (99,6 %) Merck KgaA, Darmstadt, Nemčija, 
KCl Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
Na2HPO4 Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
NH4NO3 Fluka, St. Gallen, Švica, 
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Na2HPO4 x 2 H2O Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
(NH4)2HPO4 Fluka, St. Gallen, Švica, 
CaCl2 Fluka, St. Gallen, Švica, 
MnSO4 x H2O Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
FeSO4 x 7 H2O Sigma - Aldrich, Steinheim, Nemčija, 
L-Na glutamat Kemika, Zagreb, Hrvaška. 
3.3 Naprave 
V raziskavi smo uporabili sledeče naprave: 
Avtoklav Kambič A-21, 
Laboratorijska tehtnica Mettler PM4600 DeltaRange®, 
Magnetno mešalo Rotamix 550 MMH, 
Vortex IKA®MS3 digital, 
Spektrofotometer Iskra Photometer MA9510, 
Fluorescentni mikroskop Zeiss Axio Observer Z1, 
Pretočna komora Iskra Pio, d.o.o.. 
3.4 Bakterijski sev 
V raziskavi smo uporabili bakterijski sev B. subtilis 216 YFP. Slednji je predstavnik rodu 
Bacillus. Gre za po Gramu pozitivne, aerobne ali fakultativno anaerobne, sporogene 
paličaste bakterije, ki služijo kot modelni organizem v raziskavah (Kobayashi, 2007; Banič, 
1994).  
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Sev B. subtilis 216 YFP nosi v operonu srfA promotor za zapis tvorbe rekombinantnega 
fluorescentnega proteina, ki omogoča opazovanje bakterij pod fluorescenčnim 
mikroskopom (Veening et al., 2004). Intenziteta svetlobe YFP je odvisna od količine 
surfaktina; več je prisotnega, višja je intenziteta (Garcia-Betancur et al., 2012).  
3.5 Gojenje Bacillus subtilis 216 YFP 
Bakterije smo gojili na petrijevih ploščah s selektivnim gojiščem TBAB z dodanim 
spektinomicinom (100 μg/ mL). Slednjega smo dodali v že sterilno trdno gojišče. Iz petrijeve 
plošče smo precepili eno kolonijo v gojišče MMS (metil metan sulfonat) z dodanim 
glutamatom. Slednjega smo dodali zato, ker tvori poliglutamat, kateri je pomemben pri 
pritrjevanju bakterij na površino. Kulturo smo nato inkubirali pri 37 °C in 200 rpm in sicer 
po redosledu, ki je prikazan na Sliki 4.  
 
 
 
 
 
 
 
Inkubacija je potekala do želenega časa oziroma želene fiziološke faze rasti bakterijske 
kulture. Morfološke spremembe bakterijske kulture smo preverjali s svetlobnim 
mikroskopom Zeiss Axio Observer Z1,  vzporedno s testom pritrjevanja na bakreno površino 
(Standards Unit Microbiology Services, 2015). S predhodnimi poskusi smo ugotovili, da v 
času od 0 do 30 ur zajamemo vse fiziološke faze rasti in da pri teh pogojih v izbranem mediju 
ne pride do sporulacije. 
Rastno krivuljo bakterij smo določali z merjenjem optične gostote s spektrofotometrom. V 
točkah, ki so predstavljale čas inkubacije, smo merili optično gostoto pri 650 nm (OD650). Iz 
oblike krivulje je razvidno, v kateri fiziološki fazi rasti se bakterijska kultura nahaja (Davis 
et al., 1986).  
MMS MMS MMS 
1 CFU 2 % inokulum 0,5 % inokulum 
22,5 ur 14 ur Želen čas gojenja 
TBAB 
Slika 4: Shematski prikaz procesa priprave bakterijske kulture. 
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3.6 Opis sistema pretočne komore  
Poskuse odstranjevanja pritrjenih bakterij smo izvajali s pomočjo pretočne komore 
proizvajalca Iskra Pio d.o.o. S pretočno komoro lahko simuliramo laminarni in turbulentni 
tok tekočine. Sestavni deli pretočne komore so: polietilenski pladenj (A), priključek za 
turbulentni tok (B), peristaltična črpalka za laminarni tok (C) in peristaltična črpalka za 
turbulentni tok (D). Zunanje dimenzije komore so dolžine 339 mm, širine 325 mm in višine 
265 mm (Fink et al., 2015). Postavitev pretočne komore je prikazana na Sliki 5. 
 
Slika 5: Postavitev pretočne komore  (lastna fotografija).  
V raziskavi smo sistem pretočne komore uporabili le za laminarni tok na način, kot so ga 
uporabili v eksperimentu, opisanem v delu Fink in sodelavci (2015). Metodo smo 
modificirali do te mere, da lahko v komoro vstavimo tri kovance hkrati, in sicer prečno v 
linijo toka tekočine, kot prikazuje skica na Sliki 6. 
 
 
 
 
VTOK IZTOK 
Slika 6: Skica prikaza postavitve kovancev v pretočni komori. 
A 
B 
C 
D 
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3.7 Ugotavljanje količine pritrjenih bakterijskih celic na kovancih v 
tekočini brez toka 
Ugotavljanje količine bakterijskih celic na kovancih v tekočini brez toka (v nadaljevanju: 
mirujoči pogoji) je potekalo za izbrane točke v časovnem intervalu od 0 ur do 30 ur po 
inokulaciji. V vsaki točki smo uporabili 3 kovance (dva paralelna vzorca in kontrolo). 
Po 90 minutni inkubaciji kovanca in 3,5 mikrolitra inokulirane kulture iz želene fiziološke 
faze rasti na 37 °C smo kovanec postavili v petrijevko s fosfatnim pufrom (PBS) za 10 minut, 
kar je pomenilo mirujoče pogoje. Nato smo kovance previdno s pinceto pobrali iz petrijevke 
s PBS. Potem smo jih osušili in pogledali pod fluorescenčnim mikroskopom. Hkrati smo 
pod mikroskopom opazovali tudi preparate po sedimentaciji bakterij na oksidirano bakreno 
površino (v nadaljevanju: suh preparat). Slednji je služil kot  kontrola in ocena za skupno 
število celic na izbrani površini. Za razliko od preparatov v mirujočih pogojih, suhi preparati 
niso bili izpostavljeni PBS, torej tekočini.  
S pomočjo fluorescenčne mikroskopije smo pri povečavi 100 x ocenili število celic pri YFP 
(yellow fluorescent protein) filtru. Število celic smo ocenili tako, da smo zajeto sliko obdelali 
v programu ImageJ (Version 1.436u), kjer smo s pomočjo enačbe (1) iz razmerja integrirane 
fluorescenčne intenzitete izbrane površine ter povprečne fluorescenčne intenzitete 
posamezne celice dobili podatek, ki korelira s številom celic (Gestel et al., 2015). Pri tem je 
integrirana fluorescenčna intenziteta produkt povprečne intenzitete pri 100 x povečavi ter 
površine, ki jo te celice zavzamejo.  
Ocenjeno število celic ( Ne)= 
Integrirana fluorescenčna intenziteta izbrane površine
Povprečna intenziteta posamezne celice
  (1) 
Omenjen podatek tako ne predstavlja absolutnega števila celic, ampak ocenjeno število celic 
na izbrano površino. V nadaljevanju je ocenjeno število celic predstavljeno z oznako Ne 
(estimated number). 
Za nedvoumno identifikacijo bakterijskih celic smo pri povečavi 630 x s pomočjo 
fluorescenčne mikroskopije preverili velikost in obliko bakterijskih celic (Standards Unit 
Microbiology Services, 2015). 
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3.8 Ugotavljanje vpliva strižnih sil na odcepitev bakterijskega seva  
Ko smo s predhodnimi poskusi določili kateri čas inkubacije oziroma fiziološka faza rasti je 
najugodnejša za pritrjevanje bakterijske kulture na površino, smo s pomočjo pretočne 
komore preverili ali laminarni tok vpliva na odstranitev teh pritrjenih bakterij pri omenjenih 
pogojih.  
Po 90 minutni inkubaciji kovanca in 3,5 mikrolitra inokulirane kulture iz stacionarne 
fiziološke faze rasti (z izmerjeno koncentracijo celic 9,00E+0,9 CFU/mL) na 37 °C, smo 
kovanec s sedimentirano kulturo položili v pretočno komoro in ga izpostavili laminarnemu 
toku. Povprečna vrednost minimalnega laminarnega volumskega pretoka (v nadaljevanju: 
Qmin) je bila 24,5 mL/min, maksimalnega laminarnega volumskega pretoka (v nadaljevanju 
Qmax) pa 33,7 mL/min. Medij za spiranje je bil PBS pufer. Le-ta je bil v stiku s kovancem z 
nanešeno bakterijsko kulturo 10 minut. Za primerjavo smo istočasno kovance s kulturo 
izpostavljali pogojem v petrijevki, torej brez toka oziroma mirujočim pogojem.  Po 
izpostavljanju v pretočni komori in petrijevki smo kvantificirali bakterije na površini, kot je 
določeno v podpoglavju 3.7. 
3.9 Statistična obdelava podatkov 
Da bi ugotovili, ali obstaja statistično značilna razlika med pritrditvijo bakterijske kulture na 
površino v različnih časovnih točkah rastne krivulje bakterije, smo uporabili statistično 
metodo linearne regresije. Slednjo smo izvedli s pomočjo programa Microsoft Office Excel 
2007. 
Za ugotavljanje statistično značilne razlike med mirujočimi pogoji (brez toka) in laminarnim 
tokovnim režimom pri odstranitvi bakterijskih celic z površine smo za medsebojno 
primerjavo rezultatov uporabili  t-test za dva neodvisna vzorca z dvorepo porazdelitvijo. 
Statistično obdelavo smo izvedli s pomočjo programa  R (R Development Core Team, 2013). 
Določili smo, da so bile meritve statistično različne, če je bila p-vrednost manjša od 0,05 (p 
< 0,05).  
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4 REZULTATI 
4.1 Rastna krivulja bakterijske kulture 
Na Sliki 7 je podana rastna krivulja bakterije B. subtilis na linearno logaritemskem grafu. 
Prikazana je odvisnost optične gostote pri valovni dolžini 650 nm od časa. V opazovanem 
časovnem intervalu od 0 do 30 ur imamo najprej fazo prilagajanja v obdobju od 0 do 2 ur, 
sledi eksponentna faza v obdobju od 2 do 7 ur in stacionarna faza rasti bakterijske kulture v 
intervalu od 7 do 30 ur. Iz grafa lahko ocenimo, da je generacijski čas bakterijske kulture 1 
ura. Sicer v času 30-ih ur bakterijska kultura ne preide v fiziološko fazo odmiranja. Prav tako 
pri opazovanju morfoloških značilnosti pod mikroskopom ni vidnih spor. Natančne 
vrednosti so podane v Prilogi 2.  
 
Slika 7: Rastna krivulja bakterijske kulture, pridobljena s pomočjo merjenja optične 
gostote. 
Slika 8 prikazuje morfologijo bakterijske kulture v treh fizioloških stanjih. Točka A 
prikazuje čas 2 uri od inokulacije. V tej točki vidimo posamezne bakterije. Celična gostota 
je nizka. V točki B, ki prikazuje čas 7 ur po inokulaciji, opazimo več bakterijskih celic, ki 
tvorijo verižice. 16,5 ur od inokulacije predstavlja točka C. Na slednji točki zopet opazimo 
posamezne celice. 
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Slika 8: Fotografije mikroskopskih preparatov bakterijske kulture v časih: (A) 2 uri po 
inokulaciji, (B) 7 ur po inokulaciji, (C) 16,5 ur po inokulaciji. Opazovano s fazno-
kontrastnim mikroskopom, pri povečavi 630 x. 
20 
4.2 Pritrjevanje bakterij Bacillus subtilis 216 YFP na površino v 
mirujoči tekočini 
Na Sliki 9 so prikazani suhi preparati. To so preparati po sedimentaciji bakterij na kovance 
(v nadaljevanju: suhi preparati). Slednji niso bili izpostavljeni tekočini. Na Sliki 9 lahko 
spremljamo spremembo gostote bakterijskih celic med inkubacijo. Vidimo, da je po 4-ih 
urah od inokulacije (prikaz A) gostota bakterijskih celic še zelo nizka ter da o kakšnem 
posebnem vzorcu razporeditve bakterij na kovancu še ne moremo govoriti. V časovni točki 
10 ur od inokulacije (prikaz B) je opaziti več bakterijskih celic na izbrani površini, ki so 
enakomerneje razporejene po površini. S časom postaja ˝rob˝ preparata izrazitejši, 
˝notranjost˝ pa bolj homogena (prikaz C- E). Po 30-ih urah po inokulaciji (prikaz F) je rob 
tanjši in precej bolj izrazit, kot notranjost.  
Slika 10 prikazuje vrednosti ocenjenega števila bakterij na kovancih v odvisnosti od časa. 
Suh preparat predstavlja gostoto bakterijske kulture, saj v tem primeru preparat ni bil 
izpostavljen tekočini. Zato je mogoče primerjati točke suhega preparata na Sliki 10 z rastno 
krivuljo na Sliki 7.  
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Slika 9: Mikroskopske slike vzorcev preparatov po sedimentaciji bakterij na površino 
bakterijskega kovanca v časih: (A) 4 ure po inokulaciji, (B) 10 ur po inokulaciji, (C) 13,3 
ur po inokulaciji, (D) 16,5 ur po inokulaciji, (E) 20 ur po inokulaciji in (F) 30 ur po 
inokulaciji. 
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Slika 10: Ocenjeno število sedimentiranih bakterij B. subtilis na oksidirano bakreno 
površino po sedimentaciji bakterij na površino bakrenega kovanca. Prikazane so 
povprečne vrednosti Ne in standardni odklon (v nadaljevanju: SD) pri treh ponovitvah. 
Slika 11 prikazuje pritrjevanje bakterijske kulture B. subtilis na kovance v časovnem 
intervalu od 0 do 30 ur, ki je potekala na preparatih, ki so bili izpostavljeni mirujočim 
pogojem, torej tekočini brez toka. Opazimo, da se oprijem časovno spreminja, ter da je 
oprijem najbolj izrazit v časovnem intervalu od 16,5 ure do 20,0 ure, kar je razvidno iz točke 
D in E. Če opazujemo časovni trend pritrjevanja bakterijske kulture, je videti, kot da se 
najprej formira obroč (točka A in B), nato se polni notranjost kaplje (točka C, D in E), na 
koncu pa ostane najbolj izrazit rob/obroč (prikaz F). 
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Slika 11: Mikroskopske slike vzorcev po namakanju kovancev v mirujoči tekočini v časih: 
(A) 10 ur po inokulaciji, (B) 12,5 ur po inokulaciji, (C) 13,3 ur po inokulaciji, (D) 16,5 ur 
po inokulaciji, (E) 20 ur po inokulaciji in (F) 30 ur po inokulaciji. 
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Ocenjeno število pritrjenih celic (prikazano z Ne) suhih vzorcev in vzorcev v mirujoči 
tekočini za obravnavane časovne točke je prikazano na Sliki 12. Opazimo, da trend 
ocenjenega števila celic na kovancih v mirujoči tekočini načeloma sledi trendu števila celic 
na kovancih suhih preparatov. Vendar je vrh pri preparatih, ki so bili izpostavljeni mirujoči 
tekočini, manj izrazit kot pri suhih preparatih. Med ocenjenim številom bakterij (Ne) suhih 
preparatov in vzorcev izpostavljenimi mirujoči tekočini obstaja statistično značilna razlika. 
 
Slika 12: Primerjava med oprijemom celic B. subtilis v mirujoči tekočini in v suhem 
preparatu. Prikazane so povprečne vrednosti Ne in SD pri treh ponovitvah. 
V statistično analizo povprečnih vrednosti ocenjenega števila pritrjenih bakterijskih celic B. 
subtilis v mirujočih pogojih je bilo zajetih 14 časovnih točk. Statistična analiza je pokazala, 
da obstaja statistična razlika med temi časovnimi točkami (p < 0,05), saj je bila p-vrednost 
0,002. Pri tem je vrednost R2 = 0,575. To pomeni, da je pritrjevanje bakterijske kulture B. 
subtilis na oksidirano bakreno površino časovno odvisno. 
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4.3 Odstranjevanje bakterij Bacillus subtilis 216 YFP s površine s 
pomočjo laminarnega tokovnega režima 
Slika 13 prikazuje mikroskopske slike preparatov, ki so bili izpostavljeni tekočini brez toka 
(mirujoči pogoji) ter preparata, ki sta bila izpostavljena tekočini z laminarnem tokovnim 
režimom. V obeh primerih so bili preparati izpostavljeni tekočini 10 minut. Opazimo, da ni 
vidne razlike med preparati, ki so bili izpostavljeni mirujočim pogojem (skrajno levo) in 
minimalnim laminarnim tokovnem režimu. Razlika je opazna med maksimalnim laminarnim 
tokovnem režimu (skrajno desno) in mirujočim pogojem. Prav tako opazimo, da preparat, ki 
je bil izpostavljen večjim strižnim silam (skrajno desno), nima izrazitega roba kot preparat, 
ki je bil izpostavljen nižjim strižnim silam. 
 
Slika 13: Mikroskopske slike vzorca, ki je bil 10 minut izpostavljen mirujoči tekočini, 
minimalnemu volumskemu (Qmin) ter maksimalnemu volumskemu (Qmax) laminarnemu 
toku. Povprečna vrednost pretoka Qmin je bila 24,5 mL/min ter Qmax je 33,7 mL/min.  
Slika 14  prikazuje primerjavo povprečij ocenjenega števila pritrjenih celic (prikazano z Ne) 
na površino v mirujoči tekočini ter pod vplivom laminarnega tokovnega režima pri 
minimalnim laminarnim volumskim pretokom in maksimalnim laminarnim volumskim 
pretokom. Opazna je razlika med vzorcem, ki je bil izpostavljen mirujoči tekočini in Qmax. 
Delež odstranjenih bakterij med slednjima je 94 ± 3 %, kar pomeni, da se je število vezanih 
bakterij na površino pri Qmax zmanjšalo za približno 16-krat v primerjavi z mirujočo 
tekočino. 
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Slika 14: Primerjava ocenjenega števila bakterij, pritrjenih na površino kovancev v 
mirujoči tekočini, v Qmin in Qmax. Prikazane so povprečne vrednosti in SD pri dvanajstih 
ponovitvah. Vzorci v mirujoči tekočini v tem primeru služijo kot kontrola. 
Da bi potrdili razliko med tokovnimi režimi, smo opravili statistično analizo podatkov 
povprečnih vrednosti ocenjenega števila pritrjenih bakterijskih celic (Ne) na oksidirano 
bakreno površino po izpostavitvi mirujoči tekočini, minimalnemu laminarnemu in 
maksimalnemu laminarnemu volumskemu pretoku. Podatki so prikazani v Tabeli 1. 
Povprečna vrednost 12-ih ponovitev Ne je bila 4,02E+07 pri preparatih, ki so bili 
izpostavljeni mirujoči tekočini, 1,66E+07 pri preparatih, ki so bili izpostavljeni Qmin, in 
2,49E+06 pri preparatih, ki so bili izpostavljeni Qmax. Statistično značilne razlike med 
vzorcem po izpostavitvi mirujočim pogojem in Qmin ni (p > 0,05). Prav tako ne obstaja 
statistično značilna razlika (p > 0,05) v odstranjevanju bakterijskih celic s površine kovanca 
med preparati, ki so bili izpostavljeni Qmin in Qmax. Statistična analiza je pokazala, da po 
izpostavitvi pritrjene bakterijske kulture mirujoči tekočini in Qmax obstaja statistično 
značilna razlika (p < 0,05) v številu vezanih bakterij na površino. 
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Tabela 1: Statistična analiza rezultatov ocenjenega števila pritrjenih celic na oksidirani 
bakreni površini po izpostavitvi mirujoči tekočini minimalnemu laminarnemu toku in 
maksimalnemu laminarnemu toku tekočine. 
Izpostavljenost toku Razlika (Δ Ne) t- vrednost p-vrednost 
Mirujoča tekočina in minimalni 
laminarni volumski pretok 
0,184179 0,7349 
0,483400  
(p > 0,05) 
Mirujoča tekočina in 
maksimalni laminarni volumski 
pretok  
0,7920721 4,2889 
0,002655 
(p < 0,05) 
Minimalni in maksimalni 
laminarni volumski pretok  
-0,4400832 -1,9189 
0,081310 
(p > 0,05) 
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5 RAZPRAVA 
V tem magistrskem delu smo želeli ugotoviti vpliv faze rasti bakterijske kulture pri 
pritrjevanju bakterijskih celic na oksidirano površino. Zanimal nas je tudi vpliv toka tekočine 
na odstranjevanje pritrjenih bakterij s površine bakra z oksidno plastjo. V nadaljevanju so 
predstavljeni komentarji k našim rezultatom. 
5.1 Rastna krivulja bakterijske kulture 
V raziskavi smo se pri rastni krivulji B. subtilis omejili na časovni interval od 0 do 30 ur. S 
predhodnimi poskusi smo namreč ugotovili, da v tem intervalu zajamemo različne fiziološke 
faze rasti: fazo prilagajanja, eksponentno fazo ter stacionarno fazo rasti. Fiziološka faza 
odmiranja nas ni zanimala, saj v tem času že prihaja do sporulacije bakterije B. subtilis. 
Slednje so razložili s tem, da se bakterije B. subtilis na genetski ravni v neugodnih razmerah 
lahko diferencirajo v kompetentne celice. Le-te so sposobne prevzeti prosto DNK iz okolja 
s transformacijo. V kolikor niso sposobne ponovno vzpostaviti rasti, se vegetativne celice 
diferencirajo v spore (Piggot, Hilbert 2004; Dubnau, Provvedi, 2000; Stragier, Losick, 1996; 
Dubnau, 1991).  
Kot je vidno na Sliki 7, je bila v času do druge ure po inokulaciji bakterihska kultura v fazi 
prilagajanja. Do slednje je prišlo zato, ker smo precepili iz izrabljenega v sveže MMS 
gojišče. Med približno drugo in sedmo uro po inokulaciji je bila bakterijska kultura v 
eksponentni fazi. Začetna koncentracija celic na koncu eksponentne faze je bila 6,77E+08 
CFU/mL.  Generacijski čas v eksponentni fazi smo ocenili na eno uro, kar je nekoliko več, 
kot navajata Hecker in Völker (1990); ki ocenjujeta, da je generacijski čas v laboratoriju 
približno od 20 do 30 minut (Hecker, Völker, 1990). Dubnau (1991) navaja, da celice B. 
subtilis v eksponentni fiziološki fazi rasti rastejo v verižicah in so negibljive. Gibljivosti 
nismo preverjali. Iz mikroskopskih slik (Slika 8, prikaz B), pa lahko vidimo, da so v času 7 
ur po inokulaciji vidne posamezne verižice bakterijskih celic. 
Ko bakterijska kultura vstopi v stacionarno fazo rasti, spremeni morfologijo celic. Celice 
postanejo gibljive, hkrati pa se začnejo združevati v skupke, verižice pa propadejo (Dubnau 
1991; Kobayashi, 2007). To potrjuje tudi naš mikroskopski preparat, ki je bil zajet v času 
16,5 ur po inokulaciji (stacionarna faza rasti). V slednji je bila začetna koncentracija celic 
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9,0E+09 CFU/mL. Na Sliki 8C je opaziti bistveno manj verižic, nekaj skupkov, bakterijske 
celice pa so bile gibljive, da slike ni bilo mogoče popolnoma izostriti.  
5.2 Pritrjevanje bakterij Bacillus subtilis 216 YFP na površino v 
mirujoči tekočini  
Če pogledamo rastno krivuljo (Slika 7) in jo primerjamo s Sliko 8 opazimo, da je prišlo med 
rastjo bakterije B. subtilis do znatne spremembe morfologije celic. Podobno je opazil tudi 
Kobayashi (2007), ki je morfološke spremembe med rastjo pojasnil z vplivom 
transkripcijskih regulatorjev na primeru B. subtilis. Vpliv različne morfologije in fiziologije 
celic na pritrjevanje bakterij B. subtilis na oksidiran baker smo opazovali v časovnem 
intervalu 0-30 ur po inokulaciji. Da je oksidirana bakrena površina ustreznejša od 
neoksidirane smo ugotovili s predhodnimi poskusi. Z oksidacijo smo povečali ponovljivost 
poskusov ter adhezijo bakterijskih celic na površino. Statistična analiza rezultatov je 
pokazala, da je pritrjevanje bakterij B. subtilis na površino časovno odvisno (p < 0,05). S 
časom se povečuje število pritrjenih bakterij. V stacionarni fiziološki fazi rasti je njihovo 
število največje (16-20 ur po inokulaciji), kar je razvidno iz Slike 12. Po tem se število 
pritrjenih bakterij ponovno zmanjšuje. Dinamiko pritrjevanja razlagamo predvsem z 
izražanjem surfaktina, saj je možno, da je aktivacija prepisa gena povezana z njegovo sintezo 
ter izbiro površine. 
Sev B. subtilis je v srfA operonu nosil zapis za fluorescenčni protein. To nam je omogočilo 
fluorescenčno mikroskopijo, saj celice z aktivnim promotorjem operona srfA fluorescirajo 
(Veening in sod., 2004). Garcia-Betancur in sodelavci (2012) navajajo, da je možna 
povezava med intenziteto svetlobe YFP in količine surfaktina, zato bi lahko pritrjevanje B. 
subtilis na oksidirano površino v našem primeru razložili s spreminjanjem količine 
surfaktina. Abdel-Mawgoud in sodelavci (2008) ugotavljajo, da je za povečanje količine 
surfaktina pomembna izbira vira ogljika. V naši raziskavi smo kot vir ogljika uporabili 0,6 
M glukozo in 0,6 M glutamat. Produkcija surfaktina je uravnavana z mehanizmom 
medcelične komunikacije (ang. Quorum sensing). To je sistem, s katerim bakterija sama 
zaznava celično gostoto. Ta mehanizem uravnava sposobnost prilagajanja celic B. subtilis 
na stresne dejavnike okolja (Ansaldi et al., 2002; Miller, Bassler, 2001; Tortosa et al., 2001; 
Dubnau 1991). Stresni dejavniki okolja vodijo v stacionarno fiziološko fazo rasti, zato je 
količina surfaktina, kar pomeni višjo intenziteto YFP, v našem primeru najvišja v času 16,5 
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ur po inokulaciji. Surfaktin je pomemben, ker zmanjšuje površinsko napetost in viskoznost 
površine (Peypoux et al., 1999). Zaradi te lastnosti se bakterije lažje pritrdijo na površino. 
Surfaktinu se pripisuje tudi učinek ekstracelularne signalne molekule, ta naj bi bila potrebna 
pri razvoju kompetence ter sporulacije (Magnuson et al., 1994; Nakano, 1991).  
Za primerjavo smo poleg preparatov, ki smo jih izpostavili mirujoči tekočini, uporabili tudi 
˝suhe preparate˝, ki tekočini niso bili izpostavljeni. Na slednjih je vidnih več bakterij. To si 
razlagamo s tem, da namakanje kovanca v tekočini omogoči šibko pripetim bakterijam, ki 
niso neposredno pritrjene na površino, resuspenzijo. Kljub temu je lahko vez med 
bakterijskimi celicami šibkejša kot vez med bakterijo in površino, zato so se te najverjetneje 
odcepile (van Oss, 1995). 
Na mikroskopskih slikah preparatov (Slika 9 in Slika 11) opazimo, da se bakterije zadržujejo 
predvsem na robu kaplje. To bi lahko razložili s tako imenovanim pojavom ˝ kavnega obroča˝ 
(ang. Coffee ring). Takšen obroč je mogoč v raztopinah, ki vsebujejo trdne snovi in na 
površini izhlapijo. Pojav je posledica nehomogene porazdelitve površinske napetosti. Do 
pojava pride v sistemih sferičnih koloidov v vodni raztopini. Obroč se oblikuje na različnih 
površinah, ko topilo v raztopini ustreza ničelnim mejnim kotom, se oblikuje mejna črta in 
topilo izhlapi. Pri tem ostanejo le trdni delci, ki so bili v raztopini (Deegan et al., 1997). 
Sempels in sodelavci (2013) navajajo, da je ta pojav možen tudi pri paličastih bakterijah, kar 
B. subtilis je. 
Če po času primerjamo med sabo suhe preparate in preparate v mirujoči tekočini, opazimo 
podoben trend vezave (Slike 9 – 12). Glede na Sliko 7 se največ bakterij pritrdi v stacionarni 
fiziološki fazi rasti.  
Na pritrditev bakterij vplivajo tudi karakteristike površine. S preliminarnimi poskusi smo 
ugotovili, da se bakterije na nove neoksidirane bakrene kovance ne pritrdijo, pritrdijo pa se 
na delno oksidirane starejše kovance. Zato smo površino kovancev predhodno oksidirali, da 
bi dobili bolj homogeno površino. Podobno so Sheng in sodelavci (2007) proučevali začetno 
pritrditev bakterij (D. desulfuricans in Pseudomons sp.) na različnih površinah. Ena izmed 
njihovih ugotovitev je bila, da je adhezija bakterij najizrazitejša na aluminiju in najmanj 
izrazita na bakru, kar so razložili s hidrofilnostjo površin (Sheng et al., 2007). Baker lahko 
neugodno vpliva na bakterije, kar so ugotovili tudi Espirito Santo in sodelavci (2011). Na 
testnih organizmih (genetsko najbližji našemu testnemu organizmu je bil B. cereus) so 
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ugotovili, da so celice, ki so bile izpostavljene bakreni površini, kopičile visoke vrednosti 
bakra. Celice so utrpele poškodbe membrane v kratkem času po izpostavitvi v nekaj minutah 
(Espirito Santo et al., 2011). Da je baker toksičen za celice B. subtilis, poročajo tudi 
Chillappagari in sodelavci (2010). Baker je namreč eden izmed esencialnih elementov za B. 
subtilis, vendar so presežki bakra toksični. Ti povzročijo deregulacijo privzema železa in 
spremembe v metabolizmu aminokislin (Chillappagari et al., 2010).  
Kljub temu toksičnost bakra in vezava bakterij na bakreno površino nista nujno povezana 
dogodka, kar so ugotovili Espirito Santo in sodelavci (2010) z izolacijo bakterij z bakrenih 
kovancev. Na slednjih so namreč našli predstavnike iz rodu Bacillus sp., iz katerega izhaja 
tudi B. subtilis. Ugotovili so tudi, da so na bakrenih kovancih prevladale po Gramu pozitivne 
bakterije ter da so slednje najbolj odporne proti bakteriostatičnemu učinku bakrenih površin 
(Espirito Santo et al., 2010). V tej študiji so uporabili kovance iz obtoka, zaradi česar se na 
njih poleg bakra pojavijo tudi druge snovi. Hkrati so kovanci iz obtoka že postarani (tj. delno 
oksidirani).  
Nadaljnji poskus v zgoraj omenjeni raziskavi je vključeval test preživetja izoliranih bakterij 
na čistem bakru (99 % Cu). Bakterije iz rodu Bacillus sp., niso preživele niti 24 ur 
izpostavitve čistemu bakru (Espirito Santo et al., 2010).  Ta podatek je mogoče razložiti z 
našimi preliminarnimi poskusi, da na kovance, ki niso bili v obtoku (torej neoksidirani), 
adhezija B. subtilis ni mogoča, saj na bakru ne morejo niti preživeti. Vseeno je potrebno 
imeti v mislih, da sta preživetje ter adhezija dva ločena procesa. 
5.3 Odstranjevanje bakterij Bacillus subtilis 216 YFP s površine s 
pomočjo laminarnega tokovnega režima 
V prvem delu naše raziskave smo bakterijske celice B. subtilis uspešno pritrdili na kovance. 
V drugem delu pa smo želeli ugotoviti, kako laminarni tok tekočine vpliva na odstranitev 
pritrjenih celic. Tako smo preparate izpostavljali tokovnemu režimu Q min (24,5 mL/min) in 
Q max (33,7 mL/min), oba volumska pretoka sta bila laminarna. Kot je razvidno iz naših 
rezultatov (Slika 14), laminarni tok tekočine odstrani večino pritrjenih celic s površine.  
Če pogledamo rezultate statistične analize (Tabela 1), opazimo, da med preparati, ki so bili 
izpostavljeni mirujoči tekočini ter Qmin ne obstaja statistično značilna razlika. Ugotovili smo, 
da med izpostavljanjem mirujoči tekočini ter Qmax obstaja statistično značilna razlika (p < 
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0,05). Statistična analiza rezultatov Qmin in Qmax je pokazala, da statistično značilna razlika 
med njima ne obstaja. Čeprav bi glede na mikroskopski preparat lahko sklepali drugače 
(Slika 13). Predvidevamo, da je posledica statistične neznačilnosti majhna sprememba v 
strižnih silah, torej pretoku med njima (ΔQ = 9,2 mL/min), saj je volumski pretok tekočine 
pri Qmax za le 27,3 % višji kot pri Qmin. Vendar je vsekakor opaziti, da se s povečanjem toka 
tekočine – torej strižnih sil, zmanjša število pritrjenih celic. Razlika med kontrolo in med 
laminarnim tokom (tako Qmin, kot Qmax) je tako velika, da lahko trdimo, da laminarni tok 
učinkovito odstrani pritrjene bakterije s pomočjo tekočine v teh pogojih.  
Do podobnih ugotovitev so prišli tudi drugi avtorji. Lelie´vre in sodelavci (2002) so tako 
potrdili vpliv strižnih sil na odcepitev bakterij B. cereus s površine. Dokazali so tudi, da 
sprememba strižnih sil pomeni spremenjen delež odstranjenih bakterij, saj povečanje strižnih 
sil odstrani več pritrjenih bakterij. Podobno so Faille in sodelavci (1999) na primeru 
odstranjevanja bakterijskih spor sorodne bakterije B. thuringiensis z nerjavečega jekla 
ugotovili, da laminarni tok odstrani 68 % pritrjenih spor, medtem ko je turbulentni tok 
odstranil bistveno več spor (93 %). Čeprav gre za bakterijske spore, je pomemben podatek, 
da turbulentni tok odstrani več bakterijske kulture kot laminarni tok. 
Tako tudi iz zgoraj omenjenih raziskav na rodu Bacillus vidimo, da povečanje strižnih sil 
poveča delež odstranjenih bakterij s površine. Podobno so ugotovili tudi: Fink in sodelavci 
(2015) na primeru E. coli; Bakker in sodelavci (2003) na primeru P. flurescens ter Choi in 
Morgenroth (2003) na primeru mešane kulture v biofilmu. Blel in sodelavci (2010) dodajajo, 
da je poleg strižnih sil potrebno upoštevati tudi fizikalno-kemijske ter temperaturne lastnosti 
tekočine. Kumari in Sarkar (2014) sta v svoji študiji prikazala linearno povečanje odstranitve 
biofilma B. cereus s povečevanjem kontaktnega časa ter temperature. 
V pretočni komori, ki smo jo uporabili v naši raziskavi, je že bil izveden poskus 
odstranjevanja bakterij, sicer na primeru E. coli. Rezultati odstranjevanja z laminarnim 
volumskim pretokom 20 mL/min so pokazali, da je tok uspešno odstranil pritrjene celice E. 
coli , in sicer do 94,6 % pritrjenih celic (Fink et al., 2015). V našem primeru je maksimalni 
laminarni tok uspešno odstranil 94 ± 3 % pritrjenih bakterij.  
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6 ZAKLJUČEK 
Biofilmi imajo neugoden vpliv na različna področja. Povzročajo gospodarsko škodo 
(Carpentier, Cerf, 1993), otežujejo zdravljenje bolezni, povzročajo okužbe, povezane z 
zdravstvom (Sheretz et al., 1990), pojavljajo se v vodovodnih sistemih (Marshall et al., 1989) 
ter v živilski industriji (Carpentier, Cerf, 1993). Adhezija mikroorganizmov je prva faza 
nastanka biofilma. 
V naši raziskavi smo ugotavljali, kako fiziološka faza rasti bakterijske kulture B. subtilis 
vpliva na adhezijo slednje na oksidiran baker, ter kako učinkovito je odstranjevanje tako 
pritrjenih bakterij s pomočjo laminarnega tokovnega režima. Uporabili smo kovance za 1 
cent. S kovanci se vsakodnevno srečujemo in tako pomenijo predmet splošne rabe, zato so 
potencialen medij za prenos mikroorganizmov. 
Ključne ugotovitve naše raziskave so: 
- da je pritrjevanje bakterij B. subtilis odvisno od fiziološke faze rasti in je največje v 
stacionarni fazi, 
- da se je število vezanih bakterij B. subtilis z oksidirane bakrene površine pri laminarnem 
toku tekočine zmanjšalo za 94 ± 3 % v primerjavi z mirujočo tekočino.  
Na podlagi naših rezultatov ne moremo potrditi prve hipoteze, ki pravi, da se največ bakterij 
B. subtilis na bakreno površino pritrdi pri prehodu v stacionarno fazo rasti. Ugotovili smo 
namreč, da se jih največ pritrdi kasneje v stacionarni fiziološki fazi rasti. Lahko pa potrdimo 
drugo hipotezo, saj je laminarni tok odstranil večino pritrjenih celic B. subtilis, prav tako je 
bila razlika med kontrolo ter laminarnim tokom statistično značilna. 
V nadaljnjem raziskovanju pritrjevanja in odstranjevanja B. subtilis s pomočjo pretočne 
komore bi bilo potrebno poskusiti s podaljšanjem časa izpostavljenosti ter povečanjem 
strižnih sil (uporaba turbulentnega toka tekočine). V naši raziskavi smo uporabili sev B. 
subtilis, zanimivo bi bilo na oksidirani bakreni površini preveriti še pritrjevanje drugih 
bakterij, predvsem teh, ki so del naše mikrobiote in zlahka preidejo na kovance ter se z njimi 
prenašajo. 
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7.1 Dokumentacijski viri 
Biotehniška fakulteta Univerze v Ljubljani (2015). Navodila za pripravo MMS gojišča – 
interno gradivo.  
 
 8 PRILOGE 
8.1 Priprava gojišča MMS po navodilih Biotehniške fakultete Univerze 
v Ljubljani (2015) 
Za gojišče MMS si pripravite naslednje (v oklepajih so navedene končne koncentracije v 
založnih raztopinah): 
 V 0,5 L steklenico s 400 mL destilirane vode dodajte v tem vrstnem redu: 1,60 g 
NH4NO3 (50 mM), 0,91 g KH2PO4 (16,7 mM), 4,75 g Na2HPO4 x 2 H2O (66,7 
mM), 1,76 g (NH4)2HPO4 (33,3 mM). Po dodatku vsake komponente počakajte, da 
se raztopi, pomagajte si z magnetnim mešalom. 
 Potrebujete tudi 1 mL CaCl2 x 2H2O (50 mM), MnSO4 x H2O (40 mM), NaEDTA 
(15 mM), FeSO4 x 7 H2O (20 mM). 
 V samostoječo 50- mL centrifugirko si pripravite 40 mL MgSO4 x 7 H2O (60 mM) 
 V 0,5-L steklenico si pripravite 400 mL glukoze (0,6 M). 
Vse komponente avtoklavirajte, razen FeSO4 x 7H2O, ki ga je potrebno prefiltrirati. Končno 
gojišče pripravite tako, da v sterilno posodo zmešate pravilne volumne založnih raztopin. Za 
25 mL gojišče(kot primer) tako potrebujete:  
 9,2 mL glukoze (če uporabite tudi 0,72 L-Na glutamat, potem dodajte v tem 
primeru polovico glukoze in polovico glutamata), 
 15 mL NH4NO3, KH2PO4, Na2HPO4 x 2 H2O, (NH4)2HPO4, 
 3,5 μL CaCl2 x 2H2O, 
 6,7 μL NaEDTA, 
 1 mL MgSO4 x 7 H2O, 
 μL FeSO4 x 7H2O, 
 6,25 μL MnSO4 x H2O. 
 8.2 Meritve optične gostote za namen rastne krivulje 
čas (h) OD - izmerjen 
0 0,04 
1 0,01 
2 0,01 
3 0,07 
4 0,17 
5 0,34 
6 0,72 
7 1,3 
8 1,67 
9 1,9 
10 2,155 
12,25 2,19 
13,5 2,3 
16,3 2,4 
18 2,5 
20 2,425 
23,5 2,37 
25 2,45 
26,5 2,48 
28 2,5 
30 2,56 
 
  
